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摘要: 交替氧化酶 ( Alternative Oxidase, AOX) 广泛存在于高等植物、藻类和原生生物线粒体内膜。从主呼
吸链的辅酶Q 分岔, 是氧化辅酶 Q、还原氧分子生成水的另一终端氧化酶。氧化过程没有质子穿膜运动、
热量以产热方式散发。产热植物中交替氧化产生的热量使花粉发出芳香味吸引虫传粉。推测植物 AOX 使
植物在环境胁迫下维持呼吸, 调节能量平衡, 抵抗氧化胁迫, 保持三羧酸循环的运行。AOX是首次发现的
双铁羧酸蛋白质成员中的膜蛋白质, AOX 与膜分离后容易失活, 至今尚未有三级结构的报导, 只有二级
结构的 2 种假设模式, 最新的模式 AOX为膜界面蛋白质而不是跨膜蛋白。最近我们的研究表明有 2 个途
径可获得适量有活性的AOX: 建立优化的 pFLAG-1-AOX大肠杆菌超量表达系统; 从产热植物如斑叶阿若
母 ( Arum maculatum) 花序组织线粒体分离纯化有活性的AOX。
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Abstract: Alternative oxidase ( AOX) , a terminal oxidase located in the inner mitochondrial membrane, has been ident-i
fied universally in plant, algae, fungi, and protozoan. AOX branches from the cytochrome pathway at the level of the
ubiquinone and catalyses the oxidation of ubiquinol and reduction of oxygen to water. There is non-protonmotive and energy
is liberated as heat instead of producing ATP. In thermogenic plants, heat released by AOX attracts insects for pollination
by heating aromatic compounds. The use of AOX in plant may ( a) allow flexibility of respiration under changing environ-
mental conditions ( b) regulate energy homeostasis ( c) help prevent oxidative stress ( d) maintain TCA cycle turnover.
AOX is a member of d-i iron carboxylate proteins. Two structural models exist for AOX and the latest one is a monotopic
protein instead of span membrane. Relatively little is known about its 3-dimensional structure. Main reason is that the suff-i
cient quantities of AOX suitable for crystallogram structural studies is unavailable because of its unstableness. Recently we
tried to obtain sufficient quantities alternative oxidase protein ( AOX) for further construction studies. The aim is achieved
by over- expressing in E1 coli and improving purification of native AOX from Arum mitochondrial.
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  植物除主呼吸链外, 还存在其它电子传递分
支途径, 如对氰化物、抗霉素 A不敏感的抗氰
呼吸或交替呼吸途径 (Alternat ive path, AP) (图




伴随质子穿膜运动, 不能形成驱动 ATP 合成的
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膜质子势差, 因而没有 ATP 合成, 是一种耗能
呼吸 (Moore等, 1978)。在佛焰花序植物中, 花
序产热释放出芳香气味吸引昆虫帮助传粉。推测
AOX还与果实成熟 (梁五生和梁厚果, 1997)、
抗逆抗氧化胁迫 (吴强等, 2003) , 抗水分胁迫
(何军贤等, 1999) , 抗真菌和抗病毒病理有关













酮 ( rotenone)、安米妥 ( amytal ) 可阻断电子由
NADH向辅酶 Q 传递, 抗霉素 A ( antimycin A)
抑制电子从细胞色素 bc1向细胞色素氧化酶传
递; 氰化物阻止电子从细胞色素氧化酶传至氧;
水杨酸羟肟酸 ( SHAM) 则阻止辅酶 Q 的电子向





agel 等, 1995a )。产热植物枯苞 ( Sauromatum
guttatum)、海芋 ( Arum maculatum ) 的线粒体产
生较高热量就是由于其富含 AOX。有些佛焰花
序植物在冬天开花时, 花序温度可在一定时间内








水的过程, 由单一呼吸氧化酶 ( AOX) 负责催
化。从枯苞获得 AOX 单克隆和多克隆抗体,
AOX研究迈出重要一步。AOX的分子量为35~ 37
kDa ( Elthon等, 1989)。线粒体中表现出抗氰呼吸
活性 AOX分子量为 36 kDa (梁五生和梁厚果,
1997)。有人发现枯苞的功能性AOX约为30 kDa,
图 1  植物线粒体呼吸链 ( Whitewood andMoore, 2004)。
P-side: 线粒体内膜外侧, N-side: 线粒体内膜内侧。NDp: 位于线粒体内膜外侧的 NADH,
NDn: 位于线粒体内膜内侧的NADH。AOX: 交替氧化酶, Succinate: 琥珀酸。
Fig. 1  The respiration chain of plant
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免疫反应实验表明 AOX 通过还原巯基形成二聚
体的方式失活 (Umbach and Siedow, 1993)。
首次从大肠杆菌 cDNA文库中分离到该酶的
基因, AOX 基因是核编码, 在细胞质中翻译,
进入线粒体之前的全蛋白全分子量约为 39 kDa
( Rhoads and McIntosh, 1991 )。Kumar and Sou
( 1996) 的研究表明细胞表达的 AOX需经过修饰
后才具活性, 活性分子量为 31 kDa。
主呼吸链和交替途径的电子传递之间的分歧
机制研究得较多。当细胞色素途径饱和时, AOX
途径才传递电子 ( Bahr and Bonner, 1973)。但这
种只考虑了抑制剂对呼吸速率的影响而忽略了另
一种可能性, 即一个途径的抑制会改变底物的有
效性, 从而影响非抑制的电子传递途径 ( Millar
等, 1995)。Moore 等 ( 1988) 用 Q ) 电子仪同时
测定呼吸活性和离体线粒体 Q 池的还原水平,
发现细胞色素与 Q 氧化还原势是线形相关, 与
AOX呈非线形相关: 当 Q 氧化还原势降低 20%
时, AOX 活性不成比例的提高。有机酸提取研
究有关 Q 氧化还原势的结果也得出相同结论
(Ribas-Carbo 等, 1995)。Hoefnagel等 ( 1995b) 用




色素对氧化型辅酶 I ( NADH) 的氧化亲和性。
AOX对氧的亲和力 ( 117 LM ) 是细胞色素的 10
倍 ( Millar 等, 1994)。氧分子电压仪的方法重复
研究 AOX 的结果表明氧亲和力为 10~ 20 LM
(Ribas-Carbo 等, 1994) , 明显高于分光光度方
法。但 2个实验都表明 AOX对 O2 的亲和力明显
高于细胞色素的趋势。低 Q还原势下 AOX氧亲






了许多尝试, 但对其结构仍不明确 ( Zhang 等,
1996)。根据 DNA重组技术和序列知识, 已经有
多种关于 AOX结构的假设, 如 SUM和 AN模式
(图 2)。SUM 模型 ( Siedow 等, 1992) 认为, 2
个跨膜螺旋镶嵌在线粒体内膜, 1个 /表面螺旋0
位于膜间隙, N末端和 C末端为亲水结构域, 伸
进线粒体基质。C 端有 4 个小的螺旋, 其中第 1




Glu Glu-Ala-Ile-His和 Ala Asp Glu-Ala-His-His, 与
甲烷单加氧酶 ( MMO) 双核铁中心区域很相似
(Rosenzweig等, 1993)。
Andersson and Nordlund ( 1999) 认为SUM模
图 2  AOX结构模式 (Albury等, 2002)
A: SUM 模式; B: AN模式 ( IMS: 线粒体膜间隙; IM: 线粒体内膜; M : 线粒体基质; E66H: 铁结合模块)
Fig. 2  The AOX Structural Models




铁蛋白中都有一个连接氨基酸残基 ( H273) 却
不存在于 SUM 模式中; 第三, 螺旋连接空间、
顺序、方向均不同于该蛋白家族的其它蛋白。螺
旋体比较短, 因此蛋白质不如长螺旋体蛋白稳定
(Aberg 等, 1993)。为了解释这些矛盾, Anders-
son and Nordlund ( 1999) 提出类似其它双铁蛋白
结构的 AOX 活性位点模式 (AN模式)。这种新
模型放弃了跨膜螺旋的假设, 保留了双铁中心,
以特别长的 4 螺旋束代替以前的短螺旋束, 并认
为这可能是交替氧化酶的活性位点, EXXH 模块
位于第 2和第 4螺旋上。新模式认为 AOX是一
种膜界面整合蛋白, 是双铁核羧基蛋白家族中的
一员, 该家族包括核苷酸还原酶 ( RNR) R2 亚
基, 甲烷单加氧酶 (MMO) , 硬脂酰-ACP v9去饱
和酶 (吴强等, 2003)。AOX 模型不再是跨膜连
接, 而是通过疏水螺旋区平行膜表面与脂双层的
单面相互反应, 类似于其它结构已明确的内表面
膜蛋白 ( Wendt等, 1999)。
AOX氨基酸序列存在 3个相邻谷氨酸残基
(E268~ E270) , 其中一个是 SUM 中的 E270, 另
一个是 AN 中的 E269。原位基因突变研究了
E270的作用, 发现突变基因 E270N 在酵母线粒
体内膜的 AOX 失活, 说明 E270对催化起作用
(Albury 等, 1998)。进一步的研究表明 E270 的
丙氨酸、亮氨酸及天冬酰胺酸突变体都导致在大




丙氨酸突变也导致蛋白失活 (Wu 等, 1998)。随
后在拟南芥 ( Arabidopsis thaliana) 中发现编码与
AOX 相同蛋白质的基因突变体 ( Berthold 等,
2000) , 该蛋白是质体终端氧化酶 ( PTOX)。但
PTOX只有一个谷氨酸, 这二种酶连接铁原子的




于AN 模式 ( Albury 等, 2002)。在 SUM 模式中
E217与催化中心较远, 当 E217位点由 Glu突变





次获得 AOX 的电子顺磁共振 ( EPR) 信号, 证






循环中的氢传递体 (辅酶 I, NADH 和黄素腺嘌
呤二核苷酸, FADH2 ) 将电子传递给泛醌 ( Q)
形成还原型泛醌 ( QH2 ) , 2个QH2 分子的 4个电
子经过细胞色素 bc1复合物, 再传递给细胞色素
氧化酶 (含有两个铜离子) , 还原 2个氧分子生
成 2个水分子。在交替呼吸过程中, 2个QH2 分






的 2个三价铁离子 ( Fe
3+






物时, MMO 通过还原性高价铁离子 ( Fe
4+
) 发





) 而催化氧还原生成 2个水分子 ( Affourtit
等, 2002)。有人则认为水的形成过程中高价铁
离子和氧不形成中间产物, 而是由高价铁离子将
氧分子直接还原成水分子 ( Berthold等, 2000)。
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等, 2000; Albury 等, 2002; Affourtit 等, 2002)。
当AOX中的 2个酪氨酰发生变异时, 常常会改
变蛋白质的活性, 比如其中一个突变体 ( Y275F)
在酵母线粒体表达时蛋白失去酶活性, 因此认为




AOX活性。上世纪 90年代, Umbach and Siedow
( 1993) 用电泳分离线粒体 AOX, 发现其分子量
为30~ 40 kDa, 而二聚体为 60~ 70 kDa。二氯二
苯三氯乙酸 ( DDT) 氧化还原使二者互换, 说明
连接两个单体的是双硫键桥。AOX 能被还原态





从而使酶活化 ( 梁峥等, 2001)。线粒体内
NADH还原 AOX为结合蛋白, AOX 的活性由线
粒体基质还原能力调节 ( Siedow and Umbach,
1995)。
丙酮酸是三羧酸循环的底物, 而 AOX是电
子传递链中的一个分支酶。Millar 等 ( 1993) 发
现, 加入丙酮酸后的线粒体AOX呼吸活性提高 4
倍, QH2 氧化活性也提高。其它有机酸, 如乙醛
酸、草酰乙酸也能活化 AOX, 但需要的浓度较
高。有机酸活化 AOX 发生在线粒体基质, 琥珀
酸和苹果酸激活线粒体 AOX活性是通过琥珀酸
脱氢酶和苹果酸酶的作用, 在基质中生成丙酮酸
(Millar等, 1996)。丙酮酸改变 AOX活力, 同时
内源Q 氧化还原势也发生变化 ( Djajanegara 等,
1999)。不加丙酮酸, Q 氧化还原势较高 ( 40%
~ 60%) 时AOX活性才发生变化。加入丙酮酸,
较低Q还原势 ( 0% ~ 20%) 就可使 AOX活性发
生改变。丙酮酸能提高 AOX 与 QH2 的亲和力
(Umbach 等, 1994)。有人则认为丙酮酸只是激
活AOX并明显改变最快的反应速度 ( Vmax) 但
不影响酶与QH2 的亲和力 (Hoefnagel等, 1997)。
丙酮酸能活化硫醇进一步还原 AOX, 但不能激




AOX活性 (Umbach and Siedow, 1996)。
氨基酸序列分析表明, AOX 的两个半胱氨
酸残基 C122、C172是 AOX二聚化的位置。原位
基因 突变 AOX1 ( Vanlerberghe 等, 1998 ) 和
AOX1a ( Rhoads等, 1998) 研究, C122突变可使
AOX不为丙酮酸激活, 也不为化学氧化聚合。




的性质与 C122E 突变体相似, 也不为丙酮酸激
活。大豆 C122A (突变为丙氨酸) 突变体也不为
丙酮酸激活, 但却能为大肠杆菌膜和烟草线粒体
的琥珀酸激活 ( Djajanegara 等, 1999)。C122S突
变体也有这个特性 ( Umbach 等, 2002)。这种生
理现象与含丝氨酸的同工酶有关 ( Holtzapffel等,
2003)。有实验表明含 C122同工酶的 AOX1b 及
AOX1a在酵母表达, 其离体线粒体 AOX活性能









佛焰花序中较高 ( Leach等, 1996)。在非产热植
物中, AOX 表达水平与发育状态有关, 如在衰
老 ( Maxwell等, 2002) 和果实成熟过程中都有
AOX的表达 ( Holtzapffel等, 2002)。
大豆 ( Finnegan等, 1997)、水稻、芒果、玉
米 ( Karpova 等, 2002) 的 AOX 是多基因家族,
大豆和水稻不同组织 AOX表达水平不同 ( Saika
等, 2002)。AOX 蛋白有亚分子 AOX1 和 AOX2




复合体 I 和 IV 的缺损突变时, AOX表达, 这暗
示复合体 I 和 IV 对 AOX 可能有调节作用
(Karpova 等, 2002)。复合物 I 的异常可能诱导
ZmAOX2 (含 C122 基因) 表达, 复合物 IV的异
常可能诱导 ZmAOX3 (含 S122 基因) 表达。野
生种主呼吸链受鱼藤酮和氰化物抑制后, AOX
表达水平提高。拟南芥植物 AOX 5 个基因
(Aox1a, 1b, 1c, 1d and 2) 都表达, 有多个途径
诱导AOX表达, 而每个途径的诱导表达水平存




和TCA。Lambers ( 1982) 提出的能量溢满理论认
为: 当主呼吸链活性受到抑制时, 或细胞还原力
偏高时, 电子通过 AOX传递可使 TCA 循环和糖
酵解继续进行。AOX 活性能为 TCA 循环底物丙
酮酸激活 (Millar等, 1993) , 说明TCA循环的底
物过高时可诱导 AOX途径转移部分电子。环境
变化导致AOX表达差异, 不仅改变线粒体功能,
也影响线粒体外细胞功能 ( Clifton等, 2006)。
氧胁迫诱导 AOX表达并抗氧化, 当细胞色
素途径受抑时, 主呼吸链产生活性氧 ( ROS) ,
AOX氧化可使 ROS 下降 ( Purvis and Shewfelt,
1993)。在转基因烟草中 AOX的超量表达时 ROS
水平下降, 反之 ROS 水平则提高 ( Maxwell 等,
1999)。AOX活性水平可能与细胞程序性死亡有
关, AOX活性低的转基因烟草细胞对致死化合
物过氧化氢很敏感 ( Vanlerberghe 等, 2002) , 而
高活性 AOX 大豆细胞则表现出抗死亡诱导
(Amor等, 2000)。AOX 能降低 ROS, 从而降低






显的抑制作用, 吴强等 ( 2003) 认为可能是:
( 1) 高温部分地抑制了交替氧化酶的合成, ( 2)









味吸引虫媒 (Meeuse 等, 1975)。非产热植物组
织中AOX的表达与此同产热无关 ( Borecky and
Vercesi, 2005)。
AOX可有效调控呼吸率保持细胞能量恒定以
保证植物在环境变化时正常生长 ( Hansen 等,
2002)。AOX 不仅使拟南芥在低温下发芽, 而且
AOX能防止植物组织在逆境中产生过氧化物而广










D-半乳糖苷 ( IPTG) 浓度和起始诱导细胞密度
(OD600 ) ( FLAG E1coli Expression System Manua,
SIGMA 1998)。近几年, 大肠杆菌表达 AOX重组
蛋白表达大多数采用 Berthold 的 ( 2002) 方法,
即细胞密度 OD600 = 015, 诱导后细胞培养温度
18 e , IPTG浓度 011mmolPL。表达研究主要集中
在AOX保守氨基酸残基突变基因和野生基因在
大肠杆菌中表达, 测定 AOX 活性及分子量, 目
的是研究AOX 分子中氨基酸残基对酶活性的作
用, 进而推测 AOX 分子结构。例如, 拟南芥
( Arabidopsis ) AOX1a, 在大肠杆菌 C43 中功能性
表达, 获得与细胞膜结合的具有活性的 AOX,
AOX分子量为 29 kDa 和 33 kDa, 半胱氨酸残基
Cys-78 和 Cys-128 是 AOX 活 性 调 控 位 置
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(Finnegan等, 1997)。大肠杆菌 DE3优化表达锥
体虫 ( T1b1 brucei ) 线粒体AOX ( TAO) , 优化表
达TAO 的条件为: 30 e , OD600= 011, IPTG 011
mmolPL, 80%的TAO与细胞膜结合为有活性的膜
蛋白, 膜TAO分子量 34 kDa ( Fukai等, 2003)。
OD600= 015, 18 e , IPTG 011 mmolPL 诱导, AOX
大肠杆菌高表达, 首次提出双核铁中心实验证据
( Berthold等, 2002)。酵母表达 AOX并进行铁融
合位点氨基酸残基原位突变研究, AOX功能表达
使酵母生长速率和产量降低, 首次报导 AOX表
达的表型影响 ( Affourtit 等, 1999)。Berthold
(2003) 在大肠杆菌 DE3 成功表达了拟南芥
AOX, 使用单一质粒载体 ( univector) , 表达 N端
重组蛋白, 不同大肠杆菌宿主 BL21 ( DE3) , C41
( DE3) , 和 C43 ( DE3) 表达 MBPPAOX融合蛋白,
各宿主之间表达水平相似。但载体质粒性质和启
动子强度影响 AOX表达, 重组载体 pHOST-AOX
表达 AOX包涵体, 而载体 pHB-MALc2X 则表达
高水平的膜 AOX。Tac 启动子能高效表达 AOX,





系 统 ( Berthold 等, 2002; 2003; Albury 等,
2002)。最近作者建立了大肠杆菌 pFLAG-1-AOX
分泌表达系统, 优化条件下表达 AOX, 即细胞
生长温度 37 e , 细胞密度 OD600= 016, IPTG浓度
012 mmolPL, 1 h收获细胞, 获得少量可溶 AOX
融合蛋白转运到周质空间和大量不溶的 AOX。
7  从植物组织和细胞分离天然 AOX
已经从不同植物和不同组织分离线粒体, 烟
草细胞 (晏婴才等, 2002, 2004)、菜豆胚轴与
真叶 (代其林等, 2004)、苹果果肉 (雷晓勇等,
2002)、酵母细胞 (Affourtit等, 2000)、转基因番
茄 ( Umbach 等, 2002 )、大 豆 ( Amora 等,
2000)、斑叶阿若母 ( A1maculatum ) 花序组织
(Affourt it等, 2004)、枯苞 ( S1guttatum ) 花序组
织 ( Elthon 等, 1989)、碗豆叶片和芜箐甘蓝
(Moore 等, 1988)、绿豆 ( Cottingham 等, 1983)、
矮牵牛花细胞 ( Wagner 等, 1995)、陈化马铃薯
切片 (梁五生等, 1999)。早期的工作是分离线
粒体, 用主呼吸链抑制剂结合氧电极测定离体线




二个以上不同分子量, 烟草细胞 AOX为 35 kDa
和70 kDa (晏婴才等, 2002) , 菜豆为 35 kDa 和
38 kDa (代其林等, 2004) , 苹果果肉为 35~ 37
kDa和 90 kDa (雷晓勇等, 2002) 和斑叶阿若母





下来, 并纯化溶解下来的线粒体膜 AOX 溶液,
获得具有高活性的 AOX, 但是纯化后有活性的
AOX 依然存在不同分子量形式 ( Affourt it 等,
2004) , 不能用于 AOX结构分析。最近我们也从
植物分离了活性稳定的 AOX, 双向电泳获得充
分分离的 AOX蛋白质斑点, 等电点为 pH614和
pH714之间出现 4个AOX蛋白质点, 这 4个分子
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补  充  说  明
发表于本刊 2007年第 2期 176~ 188码的伍映辉等作者文章: /八种苏铁植物叶轴的
比较解剖研究0。由于印刷的原因, 图版 Õ中的39、40两图, 没有将维管束排列方式完
整显示出, 现重新排版该两图, 以便读者对该图有一个完整的了解。
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